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Učinkovitost kromatografskih kolon 
Povzetek: Učinkovitost kolon je odvisna od hitrosti razširjanja vrhov posameznih komponent 
med potovanjem topila skozi kolono. Ta parameter izrazimo kvantitativno s številom 
teoretskih podov. To število nam pove, kolikokrat se topljenec porazdeli med fazama pri 
potovanju skozi kolono. 
Velikost delcev, hitrost pretoka, interakcije med delci, dolžina kolone... to so dejavniki, ki 
vplivajo na učinkovitost in na katere lahko kot uporabniki vplivamo. 
 




The efficiency of chromatographic columns 
Abstract: The efficiency of the columns depends on the speed of band propagation of the 
individual components as the solvent travels through the column. We express this parameter 
quantitatively by the number of theoretical plates. This number tells us how many times the 
solute is distributed during the phases along the journey through the column. 
Size of particles, speed of flow, interaction between particles, length of column ... these are 
factors that affect performance and that we as users can influence on them. 
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Seznam uporabljenih kratic in simbolov  
 
GC   plinska kromatografija 
GLC   porazdelitvena kromatografija plin-tekoče 
GLPC   plinsko-tekoča razdelitvena kromatografija 
GSC   adsorpcijska kromatografija na trdnih adsorbentih 
HETP   višina poda 
HIC  hidrofobna kromatografija 
HPLC   tekočinska kromatografija visoke ločljivosti 
HPTLC   tankoplastna kromatografija visoke ločljivosti 
IC   ionska kromatografija 
IEC  ionsko izmenjevalna kromatografija 
LC   tekočinska kromatografija 
LLC   porazdelitvena kromatografija 
LSC   adsorpcijska kromatografija 
NP   normalno fazna porazdelitvena kromatografija 
PC   papirna kromatografija 
RP   reverzno fazna porazdelitvena kromatografija 
TLC   tankoplastna kromatografija 
VPC   parna fazna kromatografija 


























1 Namen dela 
Učinkovitost kromatografskih kolon izrazimo s številom teoretskih podov N. To število 
pomeni, kolikokrat se topljenec porazdeli med stacionarno in mobilno fazo pri prehodu 
skozi kolono. 
Učinkovitost je pomembna za kolonsko kromatografijo, ker večja učinkovitost pomeni 
boljše ločevanje zmesi. Kromatografija z visoko učinkovitostjo kolon lahko loči snovi, 
ki jih slabše učinkovita kolona ne more ločiti. Na učinkovitost kolon vplivajo številni 
dejavniki. Opisal bom, kateri dejavniki so to in raziskal, kako bi glede teh dejavnikov 
zagotovil čim boljšo učinkovitost kolon. 
2 Uvod 
2.1 Kromatografija 
Kromatografija je najpogosteje uporabljena tehnika ločevanja v mnogih laboratorijih, 
kjer se uporablja za analizo, izolacijo in čiščenje. Prav tako se pogosto uporablja v 
proizvodnih procesih, kjer je potrebna visoka stopnja čistosti. Z njo lahko ločimo in 
identificiramo količine, manjše od nanograma, po drugi strani pa spremenimo stotine 
kilogramov snovi na uro v produkt. V znanosti o ločevanju je kromatografija zelo 
pomembna: teoretično ozadje je dobro razvito, princip delovanja preprost. Zato so 
različne kromatografske tehnike povsod prisotne.[1] 
Kromatografija je fizikalna metoda ločevanja, pri kateri se sestavine zmesi ločijo s 
porazdelitvijo med dvema fazama. Ena od teh faz je v obliki porozne plasti, tekočine, 
sloja ali filma, je na splošno nepremična in se imenuje stacionarna faza. Druga faza je 
tekočina ali plin in se imenuje mobilna faza. Mobilna faza gre skozi ali preko 
stacionarne faze. Ločitev je posledica ponavljajočih se dogodkov adsorpcije/desorpcije 
(adsorpcija je proces, pri katerem se molekule mobilne faze povežejo s stacionarno fazo 
preko šibkih medmolekularnih interakcij, desorpcija je obraten proces) med gibanjem 
komponent vzorca vzdolž stacionarne faze v splošni smeri gibanja mobilne faze. Bolj 
poenostavljeno: kromatografska separacija (ločitev) je posledica razlik v hitrosti 
potovanja posameznih komponent pod vplivom mobilne faze (plin, tekočina), zaradi 




2.2 Razvoj kromatografije 
Za odkritelja kromatografije velja ruski botanik Mihail S. Cvet (1872-1919). Njegov 
poskus z ločevanjem barvil je bil prvič opisan leta 1901, oziroma 1903. Besedo 
kromatografija je prvič uporabil v člankih leta 1906. [2] Izraz izhaja iz grščine in pomeni 
"barvno pisanje", saj je pri poskusu ločevanja rastlinskih pigmentov nastala barvita 
slika.[3] 
 
Slika 1: Prikaz Cvetovega poskusa ločbe rastlinskih pigmentov v koloni s stacionarno 
fazo CaCO3. 
Podobne postopke ločevanja sta izvajala Dhere v Evropi in Palmer v Združenih državah 
skoraj 10 let po Cvetu. Leta 1931 so Lederer, Kuhn in Winterstein ločili pigmente iz 
skupine karotenov z adsorpcijsko kolono kalcijevega karbonata po postopku, ki ga je 
ilustriral M.S. Cvet. Leta 1935 sta Adams in Holmes sintetizirala prvo ionsko-
izmenjevalno smolo, s čimer se je pričel razvoj ionsko-izmenjevalne kromatografije. 
Leta 1952 sta Martin in Synge na univerzi Cambridge v Veliki Britaniji prejela 
Nobelovo nagrado za opis porazdelitvene kolonske kromatografije. Sledil je razvoj 
papirne, protitočne, plinsko-tekočinske, tankoplastne in gelske kromatografije. Pred 
letom 1970 je bilo na trgu le nekaj zanesljivih kromatografskih tehnik. Po tem letu pa je 
bila večina snovi že ločena z uporabo različnih kromatografskih tehnik, vključno s 
papirno kromatografijo, kolonsko kromatografijo in tankoslojno kromatografijo. V 
poznih sedemdesetih letih je razvoj visoko tlačne tekočinske kromatografije in reverzno 
fazne tekočinske kromatografije pomenil pravo revolucijo. Te tehnike so mnogokrat 
povečale ločevanje, čiščenje in količino. Z razvojem računalnikov in avtomatizacije so 




2.3 Vrste kromatografije glede na obliko stacionarne faze 
 kolonska kromatografija 
 planarna kromatografija (opis pri tekočinski kromatografiji) 
2.3.1 Kolonska kromatografija 
Kolonska kromatografija je ločitvena metoda, pri kateri je stacionarna faza v obliki cevi. 
Stacionarna faza lahko zavzema celoten notranji volumen kolonske cevi (polnjena 
kolona), ali pa je nanešena na notranjo steno cevi, in tako pušča odprto pot za mobilno 
fazo (odprta kolona), kar pa je možno le pri plinski kromatografiji. Če potisnemo topilo 
skozi kolono s črpalko ali stisnjenim plinom (npr. argon, dušik), bomo pospešili in 
izboljšali separacijo. Prav tako bomo s tem porabili manj topila.[4] 
Glavna prednost te kromatografske tehnike je, da je stacionarna faza cenejša in jo je 
mogoče enostavno odstraniti. 
2.4 Vrste kromatografije glede na mobilno fazo 
Glede na agregatno stanje mobilne faze lahko delimo kromatografske metode v plinsko 
kromatografijo (GC) in tekočinsko kromatografijo (LC).[5] 
2.4.1 Plinska kromatografija 
Plinska kromatografija (GC) je pogosta vrsta kromatografije, ki se uporablja v analitski 
kemiji za ločevanje in analiziranje nizkomolekularnih hlapnih spojin (anorganskih in 
organskih). Običajne uporabe GC vključujejo preizkušanje čistosti določene snovi ali 
ločevanje različnih komponent mešanice (določimo lahko tudi relativne količine takšnih 
sestavin). V nekaterih primerih lahko GC pomaga pri prepoznavanju spojine. Pri 
preparativni kromatografiji lahko GC uporabimo za pripravo čistih spojin iz zmesi.[6] 
Pri plinski kromatografiji je mobilna faza nosilni plin, običajno inertni plin, kot je helij, 
ali nereaktivni plin, kot je dušik. Helij ostaja najpogosteje uporabljen nosilni plin v 
približno 90% instrumentov, za izboljšano ločevanje se uporablja vodik . Stacionarna 
faza je mikroskopska plast tekočine ali polimera na inertnem trdnem nosilcu, znotraj 
steklene ali kovinske cevi, ki se imenuje kolona.[6] 
Plinaste spojine, ki se analizirajo, medsebojno integrirajo s stenami kolone, ki je 
obložena s stacionarno fazo. To povzroči, da se vsaka komponenta spojine spira v 
različnem času, znanem kot zadrževalni čas komponente. Primerjava zadrževalnih 
časov je tisto, kar daje GC analitično uporabnost.[6] 
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Mobilna faza služi za prenos spojine vzdolž kolone, na ločbo pa vplivata afiniteta 
spojine do stacionarne faze in njena hlapnost. Analizirane spojine morajo biti v 
plinastem agregatnem stanju. Temperaturo izvajanja prilagodimo temperaturi vrelišča 
spojine. Zato morajo biti analizirane spojine do srednje hlapne in stabilne vsaj do 400 
stopinj Celzija.[2] 
2.4.1.1 Plinski kromatograf 
Plinski kromatograf je instrument za kemijsko analizo ločevanja kemikalij v 
kompleksnem vzorcu. Plinski kromatograf uporablja pretočno ozko cev, imenovano 
kolona, skozi katero v plinskem toku prehajajo različne kemične sestavine vzorca 
(nosilni plin, mobilna faza), odvisno od njihovih različnih kemijskih in fizikalnih 
lastnosti in njihove interakcije s specifičnim polnjenjem kolone, imenovanim 
stacionarna faza. Ko kemikalije zapustijo konec kolone, jih zaznamo in elektronsko 
identificiramo. Funkcija stacionarne faze v koloni je ločiti različne sestavne dele, zaradi 
česar vsaka lahko zapusti kolono ob drugem času (zadrževalni čas). Drugi parametri, ki 
jih lahko uporabimo za spreminjanje vrstnega reda ali časa zadrževanja, so pretok 
nosilnega plina, dolžina kolon in temperatura.[6] 
 







Pri analizni GC se znani volumen plinastega ali tekočega analita vbrizga v "vhod" 
(glavo) kolone, običajno z mikro brizgo. Nosilni plin potiska molekule analita skozi 
kolono, to gibanje zavira adsorpcija molekul analita bodisi na stene kolone bodisi na 
materiale za polnjenje kolone. Hitrost napredovanja molekul vzdolž kolone je odvisna 
od moči adsorpcije, ki je odvisna od vrste molekule in materialov v stacionarni fazi. Ker 
ima vsaka vrsta molekule različno hitrost napredovanja, se različne komponente zmesi 
analita ločijo, ko napredujejo vzdolž kolone in dosežejo konec kolone v različnih 
obdobjih ( zadrževalni čas). Za spremljanje iztočnega toka iz kolone se uporablja 
detektor; tako je mogoče določiti čas, ko vsaka komponenta doseže izhod in količino te 
komponente. Na splošno se snovi identificirajo (kvalitativno) po vrstnem redu, v 
katerem izhajajo (eluirajo) iz kolone, in po zadrževalnem času analita v koloni.[6] 
2.4.1.2 Delitev plinske kromatografije glede na naravo stacionarne faze: 
 Plinsko-tekočinska kromatografija (GLC - Gas Liquid Chromatography): 
Hlapne komponente vzorca se selektivno zadržujejo na stacionarni fazi in pod vplivom 
mobilne faze (dušik, helij, vodik) potujejo skozi kolono. Stacionarna faza je viskozna 
nehlapna organska tekočina, s katero je prevlečen nosilec ('polnjena kolona') ali notranja 
stena kapilarne kolone. Ker je osnova separacije porazdelitev komponente med obema 
fazama (enako se topi v enakem), uporabljamo za različne skupine organskih spojin 
raznolike stacionarne faze. Ker je hlapnost organskih spojin in tako tudi stacionarnih faz 
odvisna tudi od temperature, morajo biti posamezne stacionarne faze obstojne v 
območju med 20-350°C.[5] 
 Plinsko-trdna kromatografija (GSC - Gas Solid Chromatography): 
Separacija komponent poteka na osnovi adsorpcije na trdnih adsorbentih ('molekulska 
sita', ki jih pripravljajo iz naravnih zeolitov) in desorpcije v plinsko fazo pri višjih 
temperaturah.[5] 
2.4.1.3 Kolone v plinski kromatografiji 
V plinski kromatografiji uporabljamo dve vrsti kolon: 
 
 Polnjene kolone ('packed columns'): 
 
so običajno kovinske ali steklene z notranjim premerom od 2 - 6 mm in dolžine okrog 3 
m. Napolnjene so s trdnim, inertnim polnilom, ki je prevlečeno s tekočo stacionarno 
fazo (običajno od 10-20 %). Velikost delcev polnila znaša običajno 150 - 125 μm. 




 Kapilarne kolone: 
 
imajo običajno notranji premer 0,25 mm in so narejene iz silikatnega stekla ('fused 
silica'), ki daje tudi daljšim kolonam (10 do 100 m) prožnost. Od različnih vrst 
kapilarnih kolon so danes največ v uporabi odprte kapilarne kolone, ki imajo notranje 
stene prevlečene z ustrezno stacionarno fazo (1-2 μm) z oznako WCOT ('Wall-Coated-
Open-Tubular'). Glavne prednosti teh kolon so krajši časi analize, večja inertnost, daljša 
življenjska doba, boljša ponovljivost in visoka vrednost N (učinkovitost) ter zmanjšano 
izluževanje stacionarne faze.[5] Z njimi dosegamo izjemno dobro ločljivost. 
2.4.2 Tekočinska kromatografija  
Tekočinska kromatografija (LC) je separacijska metoda, pri kateri je mobilna faza 
tekočina. Lahko je kolonska ali planarna (TLC, papirna). Danes je najbolj v uporabi 
tekočinska kromatografija, ki uporablja male delce in relativno visok tlak. Imenuje se 
tekočinska kromatografija visoke ločljivosti (HPLC).[5] 
2.4.2.1 Planarna kromatografija 
Planarna kromatografija je tehnika ločevanja, v kateri je stacionarna faza v obliki ravne 
ploskve. Mobilna faza je kapljevina - raztopina (ali mešanica) različnih topil. Delimo jo 
na: 
 Papirna kromatografija 
Papirna kromatografija (PC) je tehnika, pri kateri kanemo kapljico ali linijo vzorčne 
raztopine na papirni trak. Papir nato damo v kadičko, ki vsebuje plitvo plast topila in jo 
zapremo. Topilo nato potuje po papirju in se sreča z vzorčno raztopino, ki začne 
potovati po papirju skupaj s topilom. Papir je narejen iz celuloze, ki je polarna, spojine 
v vzorcu pa potujejo tem dlje, čim bolj so nepolarne. Bolj polarne spojine se prej 




Slika 3: Shematski prikaz papirne kromatografije. 
 Tankoplastna kromatografija 
Tankoplastna kromatografija (TLC) se pogosto uporablja v laboratorijskem delu, in je 
podobna papirni kromatografiji. Tu se namesto papirja kot stacionarne faze uporablja 
tanka plast adsorbenta (npr. silikagel, aluminijev oksid ali celuloza) na inertnem 
substratu. V primerjavi s papirjem ima prednosti zaradi hitrejše in boljše separacije, ter 
možnosti izbire različnih adsorbentov. Za še boljše rezultate in za kvantitativno 
vrednotenje lahko uporabimo tudi tankoplastno kromatografijo visoke ločljivosti 
(HPTLC).[4] 
2.4.2.2 Tekočinska kromatografija visoke ločljivosti (HPLC) 
 Visokozmogljivostna (visokotlačna) tekočinska kromatografija HPLC je tehnika v 
analitični kemiji, ki se uporablja za ločevanje, identifikacijo in količinsko določitev 
vsake komponente v mešanici. Skozi kolono, napolnjeno s trdnim adsorbentnim 
materialom, preide tekoče topilo pod tlakom, ki vsebuje vzorčno zmes. Vsaka 
komponenta v vzorcu reagira nekoliko drugače z adsorbentnim materialom, kar 
povzroča različne pretoke različnih komponent in vodi do ločevanja komponent, ko 
tečejo iz kolone.[7] 
HPLC se uporablja za proizvodnjo (npr. med proizvodnim postopkom farmacevtskih in 
bioloških izdelkov), za preverjanje zakonitosti (npr. odkrivanje poživil v urinu), za 
raziskave (npr. ločevanje sestavnih delov kompleksnega biološkega vzorca ali podobnih 
sintetičnih kemikalij drug od drugega) in v medicinske namene (npr. odkrivanje ravni 




Aktivna komponenta kolone, adsorbent, je po navadi zrnat material iz trdnih delcev 
(npr. kremena, polimerov itd.). Sestavni deli vzorčne mešanice so ločeni drug od 
drugega zaradi različnih stopenj interakcije z delci adsorbentov. Tekočina pod pritiskom 
je običajno zmes topil (npr. Vode, acetonitrila in / ali metanola) in se imenuje "mobilna 
faza". Njegova sestava in temperatura igrata pomembno vlogo pri postopku ločevanja, 
saj vplivata na medsebojno delovanje med komponentami vzorca in adsorbentom. Te 
interakcije so fizikalne, kot so hidrofobna (disperzivna), dipol-dipolna in ionska, a 
najpogosteje kombinacija.[7] 
HPLC se razlikuje od tradicionalne ("nizkotlačne") tekočinske kromatografije, ker so 
operativni pritiski bistveno višji (50-350 barov). Pri običajni tekočinski kromatografiji 
preide mobilna faza skozi kolono s pomočjo gravitacije. Zaradi majhne količine vzorca, 
ločenega v analitični HPLC, sta značilni dimenziji kolone premer 2,1–4,6 mm in 
dolžina 30–250 mm. Prav tako so HPLC kolone izdelani z manjšimi delci adsorbentov 
(povprečna velikost delcev 2–50 μm). To daje HPLC vrhunsko ločljivo moč 
(sposobnost razlikovanja med spojinami) pri ločevanju zmesi, zaradi česar je 
kromatografska tehnika priljubljena.[7] 
2.4.2.3 Delitev tekočinske kromatografije glede na mehanizem ločevanja: 
 Adsorpcijska kromatografija (LSC - Liquid Solid Chromatography): 
Mobilna faza je lahko tekočina ali superkritična tekočina. Stacionarna faza je trdna snov 
(silikagel, Al2O3, molekularna sita, porozna stekla), na katerega se adsorbirajo analiti. 
Pri tem se lahko tvorijo vodikove van der Wallsove in druge vezi. Tankoplastno in 
deloma papirno kromatografijo lahko glede na mehanizem separacije uvrščamo tudi v to 
zvrst kromatografije. Uporaba adsorbentov je bila v tekočinski kromatografiji (HPLC) v 
začetku zelo razširjena, vendar so pri tej metodi številne težave: neponovljivost 
separacije, pri adsorpciji lahko pride do močne vezave nekaterih komponent 
(kemosorpcija), ki se ne izperejo iz kolone.[5] 
 Porazdelitvena kromatografija (LLC - Liquid Liquid Chromatography): 
Pri tem postopku je topljenec (molekula vzorca) porazdeljen med mobilno fazo 
(tekočina) in tekočo stacionarno fazo. Izpolnjen mora biti pogoj, da mobilna faza ne 
raztaplja stacionarne faze, ki je nanešena ali vezana na inertnem nosilcu. Porazdelitveno 
kromatografijo delimo na "normalno fazno" (NP) in "reverzno fazno" (RP).[5] 
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Pri prvi (NP) je stacionarna faza polarna in mobilna faza nepolarna. Iz kolone se bo prva 
eluirala najmanj polarna spojina v vzorcu, ki se najslabše veže na stacionarno fazo in 
najbolje raztaplja v mobilni fazi. Uporablja se za separacijo polarnih spojin.[2] 
Pri "reverzno fazni" (RP) imamo obrnjene pogoje: stacionarna faza (običajno vezana na 
nosilcu) je nepolarna. Iz kolone se bo prva eluirala najbolj polarna spojina v vzorcu, ki 
se najslabše veže na stacionarno fazo in najbolje raztaplja v mobilni fazi.[2] 
Poimenovanje NP in RP je zgodovinsko pogojeno: prve LC separacije so potekale na 
polarnih stacionarnih fazah z nepolarnimi topili; nato se je izkazalo, da se večina 
analitov bolje ločuje pri obrnjeni polarnosti fazi stacionarne faze in mobilne faze in iz 
tega obrata izvira izraz "reverzna faza". Reverznofazne metode predstavljajo večino 
HPLC metod, ki so v današnji uporabi.[2] 
 Ionsko izmenjevalna kromatografija (IEC - Ion Exchange Chromatography): 
Trdna stacionarna faza ima na površini anionske ali kationske funkcionalne skupine, na 
katere se vežejo ioni analita z nasprotnim nabojem. Ločimo anionske izmenjevalce, na 
katere se vežejo anioni, torej ima kationske funkcionalne skupine, in seveda obratno. 
Mobilna faza je vedno tekočina, običajno vodni pufer ali raztopina kisline oziroma baze. 
Oksonijevi ali hidroksidni ioni izpodrivajo vezane ione na površini izmenjevalca.[2] 
 Izljučitvena ali gelska kromatografija (Size Exclusion Chromatography, 
Gelpermeation, Gel -filtration Chromatography): 
Pri tej metodi mora biti stacionarna faza kemično inertna, glede na vrsto stacionarne 
faze imamo tudi različna poimenovanja (n.pr., Gelska kromatografija na Sephadex 
koloni). Separacija poteče zaradi različnih velikosti molekul vzorca in por v stacionarni 
fazi: manjše molekule prodrejo (difuzija) v mrežo polimerne stacionarne faze, medtem 
ko se srednje velike zadržujejo zaradi tega manj časa v koloni, največje pa potujejo 
skozi kolono hitro. Ta metoda je posebno uporabna za separacijo visokomolekularnih 
spojin in biomolekul od manjših molekul v vzorcu.[5] 
 Afinitetna kromatografija 
Trdna stacionarna faza ima na površini delcev kovalentno vezane spojine, ki visoko 
specifično vežejo analit. Mobilna faza je tekočina, ki zaradi ustreznega pH ali ionske 
jakosti prekine interakcijo med analitom in vezavno spojino. Ta tip kromatografije se 
uporablja predvsem za biokemijske separacije.[2] 
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 Hidrofobna kromatografija (HIC) 
Hidrofobna kromatografija (HIC) ločuje molekule glede na njihovo hidrofobnost. 
Hidrofobne interakcije nastanejo med hidrofobnimi površinami, ki se želijo izogniti 
polarnemu okolju. Gonilna sila je orientiranost molekul vode - torej so entropijsko 
pogojene. Hidrofobne interakcije so kratkega dosega. Spodbujamo jih z dodajanjem 
določenih soli v mobilno fazo.[8]  
 Kiralna kromatografija 
Kiralna kromatografija vključuje ločitev stereoizomerov. Enantiomeri so po kemičnih in 
fizikalnih lastnostih izjemno podobni. Konvencionalna kromatografija ali drugi 
postopki ločevanja jih ne morejo ločiti. Da bi omogočili kiralno ločitev, morata biti 
mobilna ali stacionarna faza kiralna, kar daje različne afinitete za različne analite.[9] 
2.4.2.4 Kolone v tekočinski kromatografiji 
Kolona predstavlja srce kromatografskega sistema in je najbolj pomemben del HPLC. 
Odvisna je tako od izbire vrste in kvalitete stacionarne faze kot od tehnologije polnjenja, 
ki zahteva poseben postopek. [5] 
Čeprav je klasična tekočinska kromatografija (LC)- še vedno v uporabi (predvsem za 
preparativno delo), je HPLC zaradi že omenjenih prednosti (hitrost, občutljivost, 
ločljivost) postala nepogrešljiva metoda za separacijo in kvantitativno analizo. [5] 
Kolona, napolnjena z delci, povzroča upor v pretoku tekočine: čim daljša je kolona in 
čim manjši so delci, tem večji je upor. [5] 
Kolone za HPLC so običajno iz nerjavnega jekla (za pritiske do 700 barov), le za nižje 
tlake (pod 10 barov) lahko uporabimo steklene ali teflonske kolone. Če je potrebna 
kontrola temperature, kolono termostatiramo.[5] 
Dolžine kolon so med 5 in 25 cm z notranjim premerom 3 do 5 mm. Najbolj običajna 
velikost delcev polnila je od 3 do 5 µm. Pozneje razvite mikrokolone z dolžino 3 do 7,5 
cm, notranjim premerom 1 do 4,6 mm, polnjene s 3 do 5 µm velikimi delci imajo do 
100 000 podov/m. So zelo hitre in porabijo najmanj topila. To je pomembno, ker so 




2.5 Analitska in preparativna kromatografija 
Kromatografija je lahko: 
 analitska kromatografija: 
Običajno se opravi z manjšimi količinami materiala in je namenjena ugotavljanju 
prisotnosti ali merjenju relativnih deležev analitov v zmesi.[11] 
 preparativna kromatografija 
Uporablja se za izolacijo ali čiščenje večjih količin snovi iz vzorca za nadaljnjo 
uporabo, ne pa za analizo. [11] 
2.5.1 Razlika med analitsko in preparativno kromatografijo 
Cilj preparativne kromatografije je pridobiti čim bolj čisto snov. Cilj analitske pa 
ugotavljanje prisotnosti snovi. Pri analitski kromatografiji eluent (mobilna faza) konča 
kot odpadek, pri preparativni kromatografiji pa ga prenesemo v zbiralnik frakcij. [11] 
Ti dve osnovni vrsti kromatografije omogočata natančno ločitev, analizo ali čiščenje 
snovi iz zelo zapletenih zmesi. [11] 
Metode ločevanja in parametre, ki se uporabljajo v analitski kromatografiji, je mogoče 
povečati za preparativno kromatografijo. Obe tehniki se dopolnjujeta, ena zagotavlja 
prepoznavo, druga je metoda čiščenja. Med seboj se ne izključujeta. [11] 
2.5.2 Uporaba analitskih in preparativnih kromatografij 
Ugotovljeno je bilo, da imajo analitske in preparativne kromatografske tehnike ogromno 
aplikacij na področjih: 
 sintetična kemija (prepoznava peptidov, beljakovin, oligonukleotidov) 
 industrija fine kemikalije (čiščenje) 
 kozmetika (odkrivanje arome in dišav ali vonjav) 
 okoljska kemija (odkrivanje izdelkov kemične, petrokemične in plinske 
industrije) 
 toksikologija, biologija, medicina (čiščenje monoklonskih protiteles, plazmidov, 
encimov, cepiv, virusnih vektorjev za dostavo genov) 
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 farmacevtska zdravila (čiščenje snovi, ločevanje kiralnih spojin, identifikacija 
sledi onesnaževalcev v kemičnih spojinah) 
 šport (odkrivanje drog v urinu in telesnih tekočinah) 
 živilska industrija (ločevanje in odkrivanje aditivov ali konzervansov, 
odkrivanje toksinov, onesnaževal in drugih kazalcev kvarjenja hrane) 
 forenziki (odkrivanje krvi ali dlak na prizoriščih zločinov, drog, toksinov ali 
alkohola v telesu ob smrti, vnetljivega materiala v požarnih ostankih) 
 molekularna biologija (metabolomika (metabolomics) in proteomika 
(proteomics), raziskave nukleinskih kislin) 




3.1 Elucija v kolonski kromatografiji 
 
Slika 4:Ločitev mešanice sestavnih delov A in B s kolonsko kromatografsko elucijo 
(a)in prikaz signala detektorja na različnih časovnih stopnjah elucije (b). 
 
Diagram (a) prikazuje, kako se dve komponenti A in B vzorca ločita na polnjeni koloni 
z elucijo (izpiranjem). Kolona je sestavljena iz ozke cevi napolnjene z razdeljeno 
inertno fino zrnato trdno snovjo, ki na svoji površini zadržuje stacionarno fazo. Mobilna 
faza zaseda odprte prostore med delci polnila. Sprva je raztopina vzorca, ki vsebuje 
mešanico A in B v mobilni fazi, uvedena na čelu kolone kot ozek čep v času t0. Dve 
komponenti se porazdelita med mobilno fazo in stacionarno fazo. Elucija se nato izvede 
s pomikanjem komponent vzorca skozi kolono z nenehnim dodajanjem sveže mobilne 
faze. Elucija je postopek, v katerem se topilo spere skozi stacionarno fazo s premikom 




















S prvim uvajanjem sveže mobilne faze oz. eluenta , se del vzorca pomakne navzdol po 
koloni. Eluent je topilo, ki nosi sestavine mešanice skozi stacionarno fazo. Tam pride do 
nadaljnje porazdelitve med mobilno in stacionarno fazo v času t1. Na mestu prvotnega 
vzorca hkrati poteka razdeljevanje med svežo mobilno fazo in stacionarno fazo. [10] 
 
Nadaljnje dodajanje topila nosi molekule topljenca navzdol po koloni v neprekinjenem 
nizu prenosov med obema fazama. Ker se lahko molekule gibljejo samo v mobilni fazi, 
je povprečna hitrost selitve topljenca odvisna od časa, ki ga porabi v tej fazi. Ta čas je 
majhen za topila, ki močno reagirajo s stacionarno fazo (na primer komponenta B na 
sliki 4) in velik, kjer je zadrževanje v mobilni fazi bolj verjetno (komponenta A). V 
idealnem primeru nastale razlike v hitrostih povzročijo, da se sestavni deli mešanice 
ločijo v vrhove ali območja vzdolž dolžine kolone. Izolacijo ločenih vrst nato dosežemo 
s prenosom zadostne količine mobilnih faz skozi kolono. To povzroči izpiranje 
posameznih vrhov iz kolone, kjer jih je mogoče zbrati ali zaznati (čas t3 in t4)
 [10] 
3.1.1 Kromatogrami 
Če se na koncu kolone postavi detektor koncentracije topila, lahko narišemo graf 
koncentracije v odvisnosti od časa (ali dodane količine mobilne faze). Graf 
(kromatogram) ima več vrhov in je uporaben tako za kvalitativno kot za kvantitativno 
analizo. Položaji najvišjih vrhov na časovni osi se lahko uporabijo za prepoznavanje 
sestavnih delov vzorca. Ploščina pod posameznim vrhom pomeni količino določene 
vrste.[10] 
  
Slika 5: Koncentracijski profili vrhov topljencev A in B pri dveh različnih časih v 
njihovi selitvi navzdol po koloni v sliki 5. 
  
3.1.2 Metode za izboljšanje učinkovitosti kolon 
Slika 5 prikazuje profile koncentracij za vrhove, ki vsebujejo topljenca A in B na koloni 













med migracijo zaostaja. Vidimo, da se razdalja med obema poveča, ko se premikata 
navzdol po koloni. Hkrati poteka širitev obeh vrhov, kar pomeni manjšo učinkovitost 
kolone kot ločevalne naprave. Širitev vrhov je neizogibna, vendar lahko dosežemo, da 
se ta pojavlja počasneje kot ločitev vrhov. Tako je, kot je prikazano na sliki 5, možno 
čisto ločevanje vrst pod pogojem, da je kolona dovolj dolga. [10] 
 
Na hitrost ločevanja vrhov in širitev vrhov vpliva več kemijskih in fizikalnih 
spremenljivk. Posledično je pogosto mogoče izboljšati ločitve z nadzorom parametrov, 
ki bodisi povečajo hitrost ločevanja vrhov ali zmanjšajo hitrost širjenja vrhov. Te 




Slika 6: Dvokomponenten kromatogram, ki prikazuje dve metodi za izboljšanje ločitve. 
Zgoraj: začetni kromatogram s prekrivajočimi se vrhovi. Sredina: izboljšanje, povečanje 
ločevanja vrhov. Spodaj: izboljšanje, zmanjšanje širine vrhov. 
3.2 Stopnja migracije topil 
Učinkovitost kromatografske kolone pri ločevanju dveh topljencev je deloma odvisna 
od relativnih hitrosti eluiranja obeh vrst. Te hitrosti pa so določene z razmerjem 
koncentracij topljenca v vsaki od obeh faz. [10] 
3.2.1 Porazdelitveni koeficient 
Vse kromatografske ločitve temeljijo na razlikah v obsegu, do katerega se topljenci 


















A (mobilno)↔A (stacionarno)        (1) 
 






           (2) 
 
kjer je (aA)S(mol/l) aktivnost topljenca A v stacionarni fazi in (aS)M(mol/l) je aktivnost v 
mobilni fazi. Pogosto nadomestimo CS(mol/l), molarno koncentracijo topila v 
stacionarni fazi, za (aA)S(mol/l) in CM, molarno koncentracijo v mobilni fazi, za 





         (3) 
 
V idealnem primeru je porazdelitveni koeficient konstanten v širokem območju 
koncentracij topljene snovi, to pomeni, da je CS neposredno sorazmeren s CM.
 [10] 
3.2.2 Zadrževalni časi 
 
 
Slika 7: Tipičen kromatogram za dvokomponentno zmes. Majhen vrh na levi 
predstavlja topljenec, ki se ne zadrži na koloni in tako doseže detektor skoraj takoj po 
začetku elucije. Njegov čas zadrževanja, tM, je tako približno enak času, ki ga potrebuje 
molekula mobilne faze za prehod skozi kolono. 
Čas tM po vbrizganju vzorca, se imenuje mrtvi čas. Vse komponente porabijo vsaj ta čas 
v mobilni fazi. Ločitve temeljijo na različnih časih, tS, ki jih porabijo komponente na 
stacionarni fazi. Mrtvi čas zagotavlja merilo povprečne hitrosti selitve mobilne faze in 
















lahko uporabijo specie brez zadrževalnih časov, če ni ena že v vzorcu ali mobilna faza. 
Večji vrh na desni strani slike 7 je vrh analita. Čas, v katerem to območje doseže 
detektor po vbrizganju vzorca, se imenuje zadrževalni čas in se označi s tR. Analit je bil 
zadržan, ker porabi čas tS v stacionarni fazi. Zadrževalni čas lahko zapišemo:
 [10] 
 
𝑡𝑅 = 𝑡𝑆 + 𝑡𝑀            (4) 
 





        (5) 
 
kjer je L dolžina polnjene kolone. Podobno je povprečna linearna hitrost molekul 




       (6) 
3.2.3 Volumski pretok in linearna hitrost pretoka 
Pri eksperimentalni kromatografiji je za tok mobilne faze običajno uporabljen volumski 
pretok F (cm3/ min) na izlivu kolon. Pri odprti cevasti koloni je F povezan z linearno 
hitrostjo na kolonski odtok uo: 
 
𝐹 = 𝑢0𝐴 = 𝑢0 × 𝜋𝑟
2      (7) 
 
kjer je A površina prečnega prereza cevi (𝜋𝑟2). Za polnjeno kolono tekočini ni na voljo 
celotna prostornina, zato mora biti enačba (7) spremenjena v 
 
𝐹 = 𝜋𝑟2𝑢0𝜀            (8) 




3.2.4 Migracijske stopnje in porazdelitveni koeficient 
Če želite povezati hitrost migracije topljenca z njenim porazdelitvenim koeficientom, 
izrazimo hitrost kot del hitrosti mobilne faze: 
 
?̅? = 𝑢 × 𝑑𝑒𝑙 č𝑎𝑠𝑜𝑣𝑛𝑜 𝑡𝑜𝑝𝑙𝑗𝑒𝑛𝑒 𝑝𝑜𝑟𝑎𝑏𝑒 𝑣 𝑚𝑜𝑏𝑖𝑙𝑛𝑖 𝑓𝑎𝑧𝑖     (9) 
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Ta delež pa je enak povprečnemu številu molov topljene snovi v mobilni fazi v vsakem 
trenutku, deljeno s skupnim številom molov topljene snovi v koloni: 
 
?̅? = 𝑢 ×
š𝑡.𝑚𝑜𝑙𝑜𝑣 𝑡𝑜𝑝𝑙𝑗𝑒𝑛𝑒 𝑠𝑛𝑜𝑣𝑖 𝑣 𝑚𝑜𝑏𝑖𝑙𝑛𝑖 𝑓𝑎𝑧𝑖
𝑐𝑒𝑙𝑜𝑡𝑛𝑜 š𝑡.𝑚𝑜𝑙𝑜𝑣 𝑡𝑜𝑝𝑙𝑗𝑒𝑛𝑒 𝑠𝑛𝑜𝑣𝑖
       (10) 
 
Skupno število molov topljene snovi v mobilni fazi je enako molarni koncentraciji 
topljenca, CM, topljenca tej fazi pomnoženo z njegovo prostornino, VM. Podobno je 
število molov topljene snovi v stacionarni fazi določeno s produktom koncentracije 
topljenca CS in njegove prostornine VS. 
 






       (11) 
 
Če enačbo 3 vstavimo v to enačbo, dobimo izraz za stopnje migracije topljenca kot 
funkcijo njenih porazdelitvenih koeficientov in volumskih stacionarnih in mobilnih faz: 
?̅? = 𝑢 ×
1
1+𝐾𝑐𝑉𝑆/𝑉𝑀
      (12) 
 
Dva volumna je mogoče oceniti iz metode, s katero je kolona pripravljena. [10] 
3.2.5 Zadrževalni faktor, k 
Zadrževalni faktor je pomemben eksperimentalni parameter, ki se pogosto uporablja za 
primerjavo hitrosti migracije topljenca na koloni. 





          (13) 
 
kjer je KA porazdelitveni koeficient za topljenec A. Vstavimo enačbo (13) v 
enačbo (12): 
?̅? = 𝑢 ×
1
1+𝑘𝐴
         (14) 
 
Za izračun zadrževalnega faktorja kA iz kromatograma, vstavimo enačbi 






















         (16) 
 
Kot je prikazano na sliki 7, se tR in tM zlahka pridobita iz kromatograma. Zadrževalni 
faktor, ki je veliko manjši od ena, pomeni, da topljenec izhaja iz kolone v času, ki je 
blizu mrtvemu času. Kadar so faktorji zadrževanja večji od npr. 20 do 30, časi elucije 
postanejo zelo dolgi. Ločitev poteka najbolje, kadar so zadrževalni faktorji topljencev, 
ki nas v zmesi zanimajo, v območju med 1 in 5. V idealnem primeru so zadrževalni 
dejavniki za analiti v vzorcu med 1 in 5. [10] 
 
V plinski kromatografiji lahko zadrževalne dejavnike spreminjamo s prilagajanjem 
temperature in polnjenjem kolone. V tekočinski kromatografiji na faktorje zadrževanja 
vplivamo s spreminjanjem sestave mobilne in stacionarne faze. [10] 
3.2.6 Faktor selektivnosti 





        (17) 
 
kjer je KB porazdelitveni koeficient za močneje zadržano vrsto B in KA je koeficient za 
manj močno zadržano ali hitreje eluirano vrsto A. Glede na to definicijo, je 𝛼 vedno 
večja od 1. 
Če enačbo (13) in analogno enačbo za topljenec B vstavimo v enačbo (17) dobimo 






        (18) 
 
kjer sta kB in kA zadrževalna faktorja za B oziroma A. Z uporabo enačbe (16) za dva 





          (19) 
 




3.3 Širitev vrhov in učinkovitost kromatografskih kolon 
Stopnja širitve vrhov, ki nastane pri prehodu topljenih snovi skozi kromatografsko 
kolono, močno vpliva na učinkovitost kolone. Pred določitvijo učinkovitosti kolon v 
bolj kvantitativnem smislu, preučimo razloge za širitev vrhov. [10] 
3.3.1 Ocene teorije kromatografije 
Opisani bodo razlogi, zakaj se vrhovi širijo in katere spremenljivke izboljšajo 
učinkovitost kolon. [10] 
 
Vrhovi elucije v kromatogramih zelo spominjajo na Gaussovo ali normalno 
porazdelitveno krivuljo. Značilno Gaussovo obliko kromatografskega vrha pripišemo 
aditivni kombinaciji naključnih gibanj različnih molekul, ko se premikajo skozi kolono. 
Predpostavimo ozek vrh injiciranja, tako da širina vbrizgavanja čim manj omejuje 
skupno širino vrhov po izpiranju. [10] 
3.3.2 Kvantitativni opis učinkovitosti kromatografskih kolon 
Dva sorodna izraza se pogosto uporabljata kot količinsko merilo učinkovitosti 





      (20) 
 
kjer je L dolžina (ponavadi v centimetrih) polnjenja kolone. Učinkovitost 
kromatografskih kolon narašča, ko število podov N postane večje in višina poda H 
postane manjša. Različne vrste kolon in razlike med mobilnimi in stacionarnimi fazami 
prinesejo ogromne razlike v učinkovitosti. Število podov se lahko razlikuje od nekaj sto 
do nekaj sto tisoč, višina poda pa sega od nekaj desetin do tisočine centimetra ali celo 
manj.[10] 
Širino Gaussove krivulje opišemo s standardnim odklonom 𝜎 in varianco 𝜎2. 
Kromatografski vrhovi so pogosto enake oblike. Ker se učinkovitost kolon odraža v 
širini kromatografskih vrhov, uporabimo varianco na enoto dolžine kolone kot merilo 





     (21) 
Ta opredelitev učinkovitosti kolon je prikazana na sliki 8, ki prikazuje kolono z dolžino 
polnila L cm. Graf prikazuje porazdelitev molekul po dolžini kolone v trenutku, ko vrh 
analita doseže detektor (to je ob zadrževalnem času). Krivulja je Gaussova, dolžini 𝐿 +
𝜎 in 𝐿 − 𝜎 sta označeni. Upoštevamo, da ima L enoto centimeter in 𝜎2 enoto kvadratni 
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centimeter. Tako H predstavlja linearno razdaljo v centimetrih (enačba (21)). Za višino 
poda lahko vzamemo kar dolžino kolone, ki vsebuje del analita med L in 𝐿 − 𝜎. 
Ploščina pod normalno krivuljo, omejena s ±𝜎, je približno enaka 68% celotne 




Slika 8: Opredelitev višine poda 𝐻 = 𝜎2/𝐿. Na spodnji sliki je dolžina kolone 
prikazana kot razdalja od vstopne točke vzorca do detektorja. Na zgornji sliki je 
Gaussova porazdelitev molekul vzorca. 
 
3.3.3 Določitev števila podov v koloni 
Število teoretičnih podov, N in višina poda, H, se v literaturi in med proizvajalci 
instrumentov pogosto uporabljajo kot merila učinkovitosti kolon. Slika 9 prikazuje, 
kako lahko N določimo s kromatograma. Na sliki je čas zadrževanja tR in širina vrha na 
njegovem dnu W (v časovnih enotah). Število podov lahko izračunamo z razmerjem: [10] 
 
































3.4 Dejavniki, ki vplivajo na učinkovitost kromatografskih kolon 
Širitev vrhov odraža izgubo učinkovitosti kolon. Počasnejši kot so procesi, povezani s 
prenosom mase topljenca med potovanjem skozi kolono, širši je vrh na izhodu kolone. 
Na nekatere spremenljivke, ki vplivajo na hitrost masnega prenosa, lahko vplivamo in 
jih je mogoče izkoristiti za izboljšanje ločitev. [10] 
Dejavniki, ki vplivajo na učinkovitost kolon: 
 linearna hitrost mobilne faze u (cm/s) 
 difuzijski koeficient v mobilni fazi* DM (cm2/s) 
 difuzijski koeficient v stacionarni fazi* DS (cm2/s) 
 zadrževalni faktor k (brez enote) 
 premer delcev polnjenja dp (cm) 
 debelina tekočega premaza na stacionarni fazi df (cm) 

















3.4.1 Učinek pretoka mobilne faze 
 
Slika 10: Učinek hitrosti pretoka mobilne faze na višino poda za tekočinsko in plinsko 
kromatografijo. 
Obseg širjenja vrhu je odvisen od časa, v katerem je mobilna faza v stiku s stacionarno 
fazo, ta pa je odvisen od pretoka mobilne faze. Zaradi tega se študije učinkovitosti na 
splošno izvajajo z določanjem H v odvisnosti od hitrosti mobilne faze. Grafa, prikazana 
na sliki 10, sta značilna za podatke, pridobljene iz takšnih raziskav. Medtem ko oba 
kažeta minimalen H (ali največjo učinkovitost) pri nizkih linearnih pretokih, je najnižja 
vrednost za tekočinsko kromatografijo običajno pri mnogo manjših hitrostih pretoka kot 
za plinsko kromatografijo. Tekočinske kromatograme običajno dobimo pri nižjih 
linearnih pretokih kot plinske kromatograme. Na sliki 10 se vidi, da so višine podov pri 
tekočinski kromatografiji tudi več kot 10 krat manjši od tistih pri plinski kromatografiji. 
To prednost izravna dejstvo, da uporaba tekočinske kromatografije s kolonami, daljšimi 
od približno 25 do 50 cm, zaradi visokih padcev tlaka ni primerna. Kolone plinske 
kromatografije pa so lahko dolge 50 m ali več. Kot rezultat, skupno število podov in s 
tem splošna učinkovitost kolon, je običajno boljši pri plinskih kromatografskih 
kolonah.[10] 
3.4.2 Teorija širjenja vrhov 
Raziskovalci so vložili ogromno teoretičnega in eksperimentalnega dela v razvoj 
kvantitativnih razmerij, ki opisujejo učinke spremenljivk na višino poda za različne 
vrste kolon. Noben od dobljenih modelov ni povsem ustrezen za razlago zapletenih 
interakcij, ki vodijo do širitve območij in s tem do nižje učinkovitosti kolon. Nekatere 
enačbe, čeprav nepopolne, so pomagale izboljšati učinkovitost kolon. Ena od teh je van 





3.4.3 Van Deemterjeva enačba 
Velikost delcev v stacionarni fazi je eden najpomembnejših dejavnikov van 
Deemterjeve enačbe. Za dano dolžino kolone je število podov N obratno sorazmerno z 
velikostjo delcev polnjenja. Manjši so delci, večje je število podov in moč ločevanja.[12] 
Enačba za višino poda izraža korelacijo med višino poda in hitrostjo mobilne faze. V 
van Deemterjevi enačbi so parametri, ki vplivajo na celotno širino vrha, izraženi v treh 
izrazih: [12] 
 
𝐻 = 𝐴 +
𝐵
𝑢
+ (𝐶𝑆 + 𝐶𝑀)𝑢        (23) 
 
H = višina poda (HETP - height equivalent to theoretical plate) 
A = naključna difuzija (eddy diffusion) 
B = vzdolžna difuzija (longitudinal diffusion) 
u = linearna hitrost (linear velocity) 
C = kinetika masnega prenosa (mass tranfer kinetics) 
Višino in širitev vrhov urejajo kinetični procesi v koloni, kot so molekularna disperzija, 
difuzija in počasen prenos mase. Enake molekule zaradi verjetnostnih procesov v koloni 
potujejo drugače. Trije postopki, ki prispevajo k širjenju vrhov, opisani v van 
Deemterjevi enačbi, so: 
 člen A: naključna difuzija je posledica mnogih poti skozi stacionarno fazo, ki jih 
imajo na razpolago molekule nekega analita. Ta prispevek je odvisen od oblike, 
velikosti in poroznosti delcev stacionarne faze ter od enakomernosti polnjenja 
kolone, ni pa odvisen od hitrosti mobilne faze. Pri odprtih cevastih kolonah, ki 
imajo stacionarno fazo nanešeno le v tanki plasti na notranji steni, tega 
prispevka ni.[2] 
 člen B: vzdolžna difuzija je pojav, ko se molekule gibljejo z gradientom 
koncentracije od mesta z višjo koncentracijo proti mestu z nižjo koncentracijo. 
Odvisna je od difuzijskega koeficienta D analita, ki bo različen glede na mobilno 
fazo (v plinu je D večji kot v tekočini), pa še od velikosti in oblike molekule 
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analita. Obratno sorazmerna je od hitrosti mobilne faze, zmanjšujejo pa jo tudi 
delci stacionarne faze.[2] 
 člen C: kinetika masnega prenosa je za razširitev vrhov pomembna, ker imajo 
molekule analita na razpolago le omejen čas za vzpostavitev ravnotežja med 
mobilno in stacionarno fazo. Medtem ko se nekatere molekule še zadržujejo v 
stacionarni fazi, je druge mobilna faza že odnesla naprej. Ta prispevek je 
sestavljen iz hitrosti masnega prenosa v stacionarni fazi (Cs) in iz hitrosti 
masnega prenosa v mobilni fazi (Cm) ter se povečuje s hitrostjo mobilne faze. 
Odvisen je še od debeline plasti, oziroma poroznosti stacionarne faze, premera 
kolone, difuzijskih koeficientov analita v stacionarni in mobilni fazi. Masni 
prenos je hitrejši pri višji temperaturi, kar povzroči zmanjšanje tega prispevka.[2] 
3.4.3.1 Van Deemterjeva krivulja H(u) 
Van Deemterjeva enačba je grafično izražena v krivulji H(u), ki je graf višine poda v 
odvisnosti od hitrosti mobilne faze. 
Krivulja H(u) kaže, da: 
 člen A je neodvisen od u in ne prispeva k obliki krivulje H(u). 
 Prispevek člena B je v normalnih pogojih delovanja zanemarljiv. To je posledica 
dejstva, da je koeficient molekulske difuzije v tekočem mediju zelo majhen. 
 Člen C se linearno povečuje s hitrostjo mobilne faze, zato je njegov prispevek k 
krivulji H-u velik. Majhen C vodi do dokaj ravnega naraščajočega dela krivulje 
H(u) pri višjih hitrostih mobilne faze. To pomeni, da lahko ločitev izvedemo pri 




Slika 11: Prikaz van Deemterjeve krivulje H(u) in krivulj njenih členov Cu, A in B/u. 
Krivulja H(u) je zelo koristna za določitev optimalne hitrosti faze mobilne faze, pri 
kateri se doseže največja učinkovitost kolon. Pod to hitrostjo se bo učinkovitost kolon 
hitro zmanjšala, medtem ko je nad optimalno hitrostjo le rahlo zmanjšanje učinkovitosti.  
[12] 
Splošna pravila: 
 Manjša kot je višina poda H, bolj učinkovita je kolona. Toda ob optimalni 
pretočni hitrosti (z najnižjo H) bo čas analize v večini primerov nesprejemljivo 
dolg. 
 Pod optimalno hitrostjo pretoka je čas analize predolg, kakovost ločevanja pa 
trpi zaradi vzdolžne difuzije (prispevek člena B). 
 Pri izjemno velikih pretokih bosta tako kakovost ločevanja kot padec tlaka čez 
kolono nesprejemljiva. 
 Praktični pretok je pogosto dva ali trikrat večji od optimalne hitrosti. Pri teh 
vrednostih je manjša izguba učinkovitosti še vedno sprejemljiva. 
 Majhni delci (<5 µm) omogočajo povečanje pretoka, da se zmanjša čas analize, 




Slika 12: Prikaz van Deemterjeve krivulje H(u) in treh kromatogramov, ki prikazujejo 
ločevanje pri treh različnih hitrostih. 
3.4.3.2 Naključna difuzija (člen A) 
Naključna difuzija se pojavi kot posledica več poti pretoka skozi strnjen sloj. Molekule 
analita ne morejo teči po ravni poti skozi kolono. Vsaka molekula analita sledi drugačni 
poti pretoka, kar povzroči razpršitev (diferencialne dolžine poti). Nekatere molekule 
bodo potovale počasneje in bodo zaostajale za vrhom območja, druge bodo sledile krajši 
poti in bodo rahlo prehitele ta vrh. Ta učinek povzroči rahle razlike v zadrževalnem 
času. [12] 
 





Homogenost strnjenega sloja močno vpliva na člen A. Verjetnost različnih dolžin poti 
zaradi radialnih premikov je večja v koloni z nehomogenim strnjenim slojem. Člen A je 
pomemben za kolone z notranjim premerom 2 - 5 mm. Če kolone takšne velikosti redno 
polnimo z majhnimi, sferičnimi delci z majhno disperzijo velikosti delcev, bo prispevek 
naključne difuzije v van Deemterjevi enačbi minimalen.[12] 
Člen A v van Deemterjevi enačbi ni odvisen od hitrosti toka mobilne faze. V resnici se 
zdi, da to ni povsem res: pri nizkih pretokih so razlike v potovalnih časih majhne. [12] 
Na člen A vpliva snov polnjenja v koloni, zlasti: 
 Velikost delcev: Večji kot so delci, močnejši je disperzijski učinek. 
 Oblika delcev: Pri pravilno oblikovanih delcih (sferičnih) je dolžina poti med 
delci manjša kot pri nepravilnih delcih. [12] 
3.4.3.3 Vzdolžna difuzija (člen B) 
Člen B v van Deemterjevi enačbi, znan tudi kot vzdolžna difuzija, se nanaša na difuzijo 
posameznih molekul analita v mobilni fazi vzdolžne smeri kolone. Vzdolžna difuzija 
prispeva k širjenju vrhov le pri zelo nizkih pretokih pod minimalno (optimalno) višino 
poda. [12] 
Difuzija molekul poteka neodvisno od vzdolžne (= osne) smeri toka. Vzdolžna difuzija 
je posledica razlik v koncentraciji v mobilni fazi. V središču območja vrhov je 
koncentracija največja. Koncentracija pred in po končnem območju je nižja. Posledica 
tega je difuzija, tako v smeri toka mobilne faze kot tudi v nasprotni smeri. [12] 
Nekatere molekule se gibljejo hitreje, druge pa se gibljejo počasneje glede na povprečno 
hitrost, kar ima za posledico širitev vrhov. Ta učinek bo razmeroma velik pri dolgih 
zadrževalnih časih v koloni, kar velja pri nizkih pretokih. Ko se stopnja pretoka 
povečuje, bo ta učinek manj prispeval k skupnemu širjenju vrhov. V praksi je najbolje 
izbrati pretok, ki zmanjša učinek vzdolžne difuzije na učinkovitost kolone.  [12] 
Vzdolžna difuzija je sorazmerna z difuzijskim koeficientom analita v mobilni fazi (DM). 
Upošteva Fickov zakon in zato vpliva na viskoznost, temperaturo in velikost molekul (~ 
teža). Zvišana temperatura in difuzijski koeficient povečata člen B, povečana viskoznost 
pa ga zmanjša. Difuzijski koeficienti za sestavine v tekočinah so na splošno zelo 
majhni. Ker je hitrost mobilne faze veliko večja od koeficienta difuzije komponente v 




Vpliv na člen B (vzdolžna difuzija): 
 Linearna hitrost mobilne faze u (cm/s) 
 Difuzijski koeficient analita v mobilni fazi DM (cm2/s) 
 Viskoznost mobilne faze 𝛾 (g/cms) 
 Temperatura (℃) 
 Vrsta analita (molekularna masa(Da)) 
3.4.3.4 Masni prenos (člen C) 
Člen C v van Deemterjevi enačbi se nanaša na masni prenos vzorčnih komponent med 
stacionarno in mobilno fazo med ločevanjem. Celoten člen C je razdeljen na dva ločena 
izraza masnega prenosa: 
 CM, ki opisuje prispevke k širitvi vrhov v mobilni fazi. 
Ker je linearna hitrost mobilne faze nižja ob stenah kolon (ali delcev stacionarne 
faze) kot v središču (ali dlje od delcev), molekule analita doživljajo različne 




 CS, ki opisuje prispevke k širjenju vrhov v stacionarni fazi. 
CS je določen s količino stacionarne faze (nizka je ugodna za učinkovitost) in 
obsegom interakcije vzorca na fazi (predstavljeno z zadrževalnim faktorjem) in z 
razdaljami, ki jih prepotujejo molekule vzorca. [12] 
 
Komponente vzorca (analiti) se zadržujejo v kromatografski koloni zaradi njihove 
interakcije s stacionarno fazo. Molekule analita, ki so prisotne v tekoči mobilni fazi, se 
razpršijo v smeri stika med mobilno in stacionarno fazo ter vstopijo v stacionarno fazo. 
Nekatere molekule se bodo za vzdrževanje ravnotežja porazdelitve vrnile v mobilno 
fazo. Čez nekaj časa bo prišlo do obratnega postopka, ko analiti prehajajo iz stacionarne 
v mobilno fazo. Rezultat je neprekinjen prenos mase med pretočno mobilno fazo in 
mirujočo stacionarno fazo med ločevanjem. [12] 
Odpornost proti prenosu mase je odvisna od hitrosti, s katero dobimo porazdelitveno 
ravnovesje med mobilno in stacionarno fazo. Ker odpornost proti prenosu mase v 
mobilni fazi ni enaka za vse molekule ene vrste analita (odvisna je od lokacije v koloni 
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v določenem času in od razdalje, ki jo prepotujejo do porazdelitve med fazami), bo to 
tudi povzročilo največjo razširitev analita v koloni. [12] 
 
Slika 14: Prikaz krivulje masnega prenosa v mobilni fazi CM v odvisnosti od linearne 
hitrosti u. 
C" je konstanta, povezana z zadrževalnim faktorjem k najvišjega zanimivega vrha. 
Omega je povezan z volumnom topila v koloni med in v delcih (pore), dostopnih za 
mobilno fazo. Še en pomemben parameter, ki vpliva na člena Cm je premer delcev. 
Manjši delci bodo povzročili ožje kanale pretoka in manj prispevali k prenosu mase v 
mobilni fazi. [12] 
Vplivi na konstanto Cm: 
 Velikost delcev dp (cm) 
 Linearna hitrost u mobilne faze (cm/s) 
 Difuzijski koeficient v mobilni fazi DM (cm2/s) 
 Poroznost delcev polnjenja (brez enote) 
 Viskoznost mobilne faze (g/cms) 
 Zadrževalni faktor k (brez enote) 
 Temperatura (℃) 
Ko se molekule analita lahko hitro porazdeljujejo med mobilno in stacionarno fazo, se 





koeficientom molekul analita v mobilni fazi. Molekule analita z velikimi koeficienti 
difuzije v mobilni fazi bodo potrebovale manj časa, da se premaknejo na stik med 
mobilno in stacionarno fazo. Enako velja za premik v in iz stacionarne faze. Viskoznost 
in temperatura vplivata tudi na difuzijo. [12] 
 
Slika 15: Prikaz krivulje masnega prenosa v stacionarni fazi CS v odvisnosti od linearne 
hitrosti u. 
Ravnotežje dosežemo hitreje z večjim difuzijskim koeficientom molekule za mobilno 
fazo in z manjšim premerom delcev. To pomeni, da se prispevek Cm in Cs z višino poda 
zmanjšuje in je ločevanje učinkovitejše. Zdi se, da se prispevek obeh delov člena C k 
skupnemu širjenju vrhov poveča z linearno hitrostjo mobilne faze. Ko se hitrost mobilne 
faze povečuje, mora biti izmenjava molekul med mobilno in stacionarno fazo dovolj 
hitra, da se ohrani ravnovesje med fazami. Če se ravnovesje ne vzdržuje, se vrhovi 
razširijo, učinkovitost in kakovost ločevanja pa se zmanjšata. [12] 
Vplivi na konstanto Cs: 
 Kakovost stacionarne faze (brez enote) 
 Difuzijski koeficient v stacionarni fazi (cm2/s) 
 Zadrževalni faktor k (brez enote) 
 Temperatura (℃) 





 Hitrost mobilne faze (cm/s) 
Vrednost k vpliva na oba dela člena C. Zdi se, da je relativna širitev vrha in s tem 
število podov odvisno od obsega interakcije komponente s stacionarno fazo. Zato je 
pomembno razmisliti, kateri vrh naj uporabimo za izračun števila podov kolone. 
Odvisnost člena C od k je najmočnejša na začetku kromatograma in se zmanjša pri 
višjih retencijskih faktorjih. Tako je N najbolje izračunati z vrha nekje na koncu 
kromatograma (k> 5). [12] 
3.4.4 Povzetek metod za zmanjšanje razširitve vrhov.  
Ena od spremenljivk, ki vplivajo na učinkovitost polnjene kolone, je premer delcev, ki 
sestavljajo polnjenje. Za kapilarne kolone je pomembna spremenljivka premer kolone. 





Slika 16: Učinek velikosti delcev na višino poda za polnjeno plinsko kromatografsko 
kolono. Številke desno od vsake krivulje so premeri delcev. 
Podoben graf za tekočinsko kromatografijo je prikazan na sliki 17. Da bi izkoristili 
učinek premera kolon, se uporabljajo v zadnjih letih vse ožje kolone.[10] 
Pri plinskih mobilnih fazah lahko hitrost vzdolžne difuzije občutno znižamo z nižanjem 
temperature in s tem difuzijskega koeficienta. Rezultat je bistveno manjša višina poda 
pri nižjih temperaturah. Ta učinek običajno ni opazen pri tekočinski kromatografiji: 
zaradi počasne difuzije koeficient vzdolžne difuzije skoraj ne vpliva na skupno višino 
poda. Pri tekočih stacionarnih fazah je treba zmanjšati debelino sloja adsorbirane 
tekočine, saj je CS v enačbi (23) sorazmeren s kvadratom te spremenljivke.
[10] 
















Slika 17: Učinek velikosti delcev polnjenja in hitrosti pretoka na višino poda pri 
tekočinski kromatografiji. 
3.5 Ločljivost kolon 
Ločljivost kolon R nam pove, koliko narazen sta vrhova glede na njuni širini. Ločljivost 
zagotavlja količinsko merilo sposobnosti kolone za ločevanje dveh analitov. Pomen tega 
izraza je prikazan na sliki 18, ki je sestavljena iz kromatogramov za analita A in B na 














    (24) 
Iz slike 18 je razvidno, da ločljivost 1,5 pomeni popolno ločitev A in B, medtem ko je 
ločljivost 0,75 premajhna. Ob ločljivosti 1,0 vrh za A vsebuje približno 4% delež B, vrh 
za B pa približno 4% delež A. Pri ločljivosti 1,5 je prekrivanje vrhov približno 0,3%. 
Ločljivost za dano stacionarno fazo lahko izboljšamo s podaljšanjem kolon, saj s tem 
povečamo število podov. Toda dodatni podi povzročijo povečanje časa, potrebnega za 
ločitev sestavnih delov. [10] 




















Ločljivost lahko izrazimo s številom teoretskih podov N, faktorjem selektivnosti 𝛼 in 










)     (25) 
Izračunamo število teoretskih podov, ki ga potrebujemo, da dosežemo zahtevano 
ločljivost R, poznati pa moramo še relativni zadrževalni faktor kB za zadnji analit od 
dveh: 










      (26) 
Zanima nas, kolikšen bo minimalni zadrževalni čas za zadnji analit od dveh pri 
zahtevani ločljivosti R, linearni hitrosti mobilne faze u, v višini teoretskega poda H, 




























Na ločjivost in širitev vrhov vplivajo: 
 linearna hitrost u – pri nizki hitrosti lažje dosežemo večjo ločljivost (van 
Deemterjeva enačba); 
 višina teoretskega poda H ali število teoretskih podov N – ločljivost povečamo z 
uporabo manjših delcev, s podaljšanjem kolone, z manjšo viskoznostjo mobilne 
faze; 
 faktor selektivnosti 𝛼 in zadrževalni faktor k – različne temperature, sestava 
kolon/mobilne faze. [13] 
3.5.1 Splošni problem elucije 
Za več komponent so pogoji redko optimalni za vse sestavne dele. 
 
Slika 19: Prikaz splošnega problema elucije v kromatografiji pri različnih pogojih. 
 Problem elucije rešimo s spreminjanjem pogojev med analizo: najprej ločimo 
spojine, ki se slabo zadržujejo na stacionarni fazi; pozneje s prilagajanjem 
temperature, pretoka in sestave mobilne faze ločimo tudi močneje vezane 
spojine. Pogoje, ki določajo vrednost k med ločitvijo lahko spreminjamo po 















 Pogoji na začetku ločitve so lahko tisti, ki dajo kromatogram (a). Takoj po 
eluiranju komponent 1 in 2 pogoje spremenimo v tiste, ki so optimalni za 
ločevanje komponent 3 in 4, kot na kromatogramu (c). S pojavom vrhov za te 
komponente bi lahko elucijo zaključili pod pogoji, za kromatogram (b). Pogosto 
tak postopek vodi do zadovoljive ločitve vseh sestavin mešanic v minimalnem 
času.[13] 
3.5.1.1 Tekočinska kromatografija 
 Analizo s konstantno sestavo mobilne faze imenujemo izokratsko ločevanje. 
Uporabna je le za ločevanje zmesi spojin s podobno polarnostjo.[2] 
 Pri tekočinski kromatografiji za zmes spojin z zelo različno polarnostjo 
uporabimo gradientno ločevanje: med analizo spreminjamo sestavo mobilne 
faze; pri NP-LC povečujemo polarnost mobilne faze, pri RP-LC pa 
zmanjšujemo polarnost mobilne faze z mešanjem polarnih in nepolarnih topil v 
različnih razmerjih, stopničasto ali linearno. Seveda je pogoj, da se morajo topila 
mešati v vseh razmerjih.[2] 
3.5.1.2 Plinska kromatografija 
 GC analizo lahko izvajamo ves čas pri isti temperaturi: izotermna analiza. 
Uporabimo jo, kadar ločujemo spojine z zelo podobno hlapnostjo in afiniteto do 
stacionarne faze.[2] 
 Pri plinski kromatografiji spojine prehajajo iz stacionarne faze v mobilno fazo 
zaradi svoje hlapnosti. Čim višja je temperatura, pri kateri izvajamo analizo, tem 
bolj bodo odhlapevale. Temperaturo lahko tekom analize spreminjamo od nižje 
proti višji: temperaturno programiranje, ki je lahko stopničasto ali linearno. 
Najvišjo temperaturo, ki jo smemo uporabiti, določa obstojnost stacionarne faze. 







Ugotavljam, da na učinkovitost kromatografskih kolon vplivajo številni dejavniki, ki 
lahko vodijo do manjše učinkovitosti kolon ter lahko se zgodi, da ne pride do ločitve 
zmesi oz. da se zmes zelo slabo loči.  
Čeprav lahko učinkovitost kolon za različne analite v mešanici primerjamo med seboj in 
iz tega sklepamo, koliko dobro se na koloni ločijo, to ni ravno praktično. Namesto tega 
raje uporabljamo parameter ločljivost kolon. Ker ločljivosti kolon veliko bolje pove, 
koliko dobro se na koloni ločijo. 
Z izbiro vzorca, mobilne in stacionarne faze, temperature, dolžine kolone, linearne 
hitrosti in še marsičesa skušamo doseči čim večjo učinkovitost kolone in s tem boljše 
ločevanje zmesi. Največ si pomagamo prav z van Deemterjevo enačbo, čeprav je 
nepopolna. 
Na učinkovitost kromatografskih kolon vpliva tudi pravilno pakiranje kromatografskih 
kolon. Pri tekočinski kromatografiji med pakiranjem kolon je dobro, da razplinimo 
matrico, ker bo to pomagalo odstraniti zračni mehurček, ki je ujet v notranjosti. Tekoče 
mobilne faze morajo biti brez zraka, preden pridejo do črpalk. Zračni mehurček je 
največji sovražnik HPLC in ionsko izmenjevalne kromatografije. Zračni mehurčki v 
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